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说 明 书   

 

检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1 的特异性引物、探针及快速检测试剂盒 

 

技术领域 5 

本发明属于靶 RNA 片断的快速检测领域，具体地说，涉及一种检测黄

颡鱼小 RNA 病毒-1 的特异性引物、探针及快速检测试剂盒。 

 

背景技术 

黄颡鱼小 RNA 病毒-1（Yellow catfish Picornavirus，YCPRV-1）是黄10 

颡鱼潜在的致病性病原。其对黄颡鱼具有一定的致病力，常引起黄颡鱼体表

出血、肠炎，少数病鱼肝脏有出血点。其引起的疾病对黄颡鱼养殖产业危害

较大。YCPRV-1 为单链 RNA 病毒，属于小 RNA 病毒科，未确定属的分类地位，

通过基因组比较发现，与该病毒基因组同源性最高的病毒为日本海鳗小 RNA

病毒（Conger japonicus Calicivirus），同源性为 38%，表明黄颡鱼小 RNA15 

病毒-1 是一种全新的病毒，与已知小 RNA 病毒科中的其它任何病毒都不同。

该病毒由发明人于 2018 年 6 月从黄颡鱼中分离所得，其基因组也由发明人

首先获得，其基因组包含两个编码框，全长为 7149bp。我国是黄颡鱼养殖

大国，黄颡鱼病害发生率影响着广大鱼民的经济收入，近几年来，由于黄颡

鱼病害的频发，已给广大养殖户造成了巨大的经济损失。黄颡鱼小 RNA 病毒20 

-1 在国内外未见报道，该病毒至今也未有检测试剂盒和检测方法报告，这

严重阻碍了该病毒引起疾病的预警与预防工作，因此，对该病毒检测试剂盒

的开发和检测技术的研究迫在眉睫。 

 

发明内容 25 

有鉴于此，本发明针对上述问题，提供了一种检测黄颡鱼小 RNA 病毒

-1 的特异性引物、探针及快速检测试剂盒，本发明的引物、探针和试剂盒特

异性强，敏感性高，能实现快速、有效且准确检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1；本
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发明中的试剂盒为荧光定量检测试剂盒，该试剂盒在封闭的情况下判断结

果，扩增产物不会对检测环境造成污染，可用于黄颡鱼小 RNA 病毒-1 病的

监测和早期预警与预防。本发明采用荧光定量技术，通过检测黄颡鱼小 RNA

病毒-1 的衣壳蛋白基因，来检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1，这是目前国内外首

次研制的检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1 的试剂盒；该试剂盒的研制为黄颡鱼小5 

RNA 病毒-1 病的监测和预防奠定基础。 

为了解决上述技术问题，本发明还公开了一种检测黄颡鱼小 RNA 病毒

-1 的引物探针混合物，其由引物组 A 和 Taqman 荧光探针 B 组成，探针 B

的 5’端标记有荧光报告基团，3’端标记有荧光淬灭基团。 

进一步地，引物组 A 包含引物 YCPRV-1-q85F 和引物 YCPRV-1-q85R； 10 

引物 YCPRV-1-q85F 的核苷酸序列如 SEQ ID NO：1 所示； 

引物 YCPRV-1-q85R 的核苷酸序列如 SEQ ID NO：2 所示； 

探针 B 的核苷酸序列如 SEQ ID NO：3 所示。 

进一步地，荧光报告基团选自 6-羧基荧光素、六氯-6-甲基荧光素、VIC

荧光染料、四氯-6-羧基荧光素、羧基-X-罗丹明、6-羧基四甲基罗丹明、磺15 

酰罗丹明、6-羧基-4’，5’-二氯-2’，7’-二甲氧基荧光素琥珀酰亚胺酯、

花菁 3、花菁 3.5、花菁 5 和花菁 5.5 中的一种或几种；所述荧光淬灭基团选

自 6-羧基四甲基罗丹明、4-(4-二甲基氨基苯偶氮基)苯甲酸、黑洞淬灭剂 1、

黑洞淬灭剂 2 或黑洞淬灭剂 3 中的一种或几种。 

本发明还公开了一种黄颡鱼小 RNA 病毒-1 荧光定量检测试剂盒，包括20 

特异性引物组 A 和 Taqman 荧光探针 B。 

进一步地，Taqman 荧光探针 B 核苷酸序列 5’端标记 HEX，3’端标记

BHQ1。 

进一步地，该试剂盒还包括独立包装的病毒核酸提取液、一步法

RT-qPCR 反应液、阳性质控品、阴性质控品，其中病毒核酸提取液为为含25 

有 4 mol/L 异硫氰酸胍、0.5%十二烷基肌氨酸钠、40 mmol/L DTT、25 mmol/L

柠檬酸钠、20 μg 糖原、pH8.0 的缓冲液，一步法 RT-qPCR 反应液为探针

法荧光定量一步法 RT-qPCR 反应液，阴性质控品为灭菌生理盐水，阳性质
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控品是含有黄颡鱼小 RNA 病毒-1 衣壳蛋白基因的载体。 

本发明还公开了一种由上述检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1 荧光定量检测试

剂盒在检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1 中的应用，包括以下步骤： 

待检样品使用病毒核酸提取液提取病毒 RNA，分别加入到引物探针混合

液，再加入一步法 RT-qPCR 反应液，混匀后进行荧光定量 PCR，反应条件5 

为 42℃ 20 分钟，95℃条件下反应 5-10 分钟；然后 95℃反应 5-15 秒，60℃

反应 20-40 秒，共 38-42 个循环；荧光信号收集时设定为 HEX，荧光信号收

集设在 60℃； 

结果判断：如果检测通道没有出现 S 型扩增曲线，判为黄颡鱼小 RNA 病

毒-1 阴性；如果检测通道出现 S 型扩增曲线，Ct 值≤35，则黄颡鱼小 RNA10 

病毒-1 别判定为阳性。 

与现有技术相比，本发明可以获得包括以下技术效果： 

1）采用本发明的引物组对黄颡鱼小 RNA 病毒-1 进行检测，因为特异性

高，所以可以根据是否扩增就能判断目标基因的存在与否； 

2）本发明的快速诊断试剂盒是利用荧光定量技术快速检测黄颡鱼小 RNA15 

病毒-1，检测灵敏度高，扩增模板仅需 15.6 个病毒拷贝； 

3）本发明的快速诊断试剂盒扩增快速且高效，在不到 1h 即可完成扩增，

且效率高； 

4）本发明的快速诊断试剂盒操作简单，对检测人员的技术素质要求较

低，可建立成本低廉的快速筛选体系，实现现场高通量快速检测； 20 

5）本发明的快速诊断试剂盒不但使得黄颡鱼小 RNA 病毒-1 定性检测更

加简便快速、特异性高、灵敏度高，而且该试剂盒是检测黄颡鱼小 RNA 病毒

-1 的第一个试剂盒，填补了黄颡鱼小 RNA 病毒-1 无检测方法的缺口，具有

很高的科研和经济价值。 

当然，实施本发明的任一产品必不一定需要同时达到以上所述的所有技25 

术效果。 

 

附图说明 
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此处所说明的附图用来提供对本发明的进一步理解，构成本发明的一部

分，本发明的示意性实施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的

不当限定。在附图中： 

图 1 是本发明黄颡鱼小 RNA病毒-1荧光定量检测试剂盒特异性测试图；

其中，1：嗜水气单胞菌； 2：鲫鱼疱疹病毒病毒；3：鲤鱼浮肿病毒；4：5 

黄颡鱼动脉炎病毒 5：草鱼出血病病毒；6：锦鲤疱疹病毒；7：黄颡鱼小

RNA 病毒-1；NTC：正常黄颡鱼 RNA 阴性对照； 

图 2 是本发明黄颡鱼小 RNA病毒-1荧光定量检测试剂盒灵敏度检测图；

其中 1-7 分别代表 1.56×10
6
 copies、1.56×10

5
 copies、1.56×10

4
 copies、1.56×10

3
 

copies、1.56×10
2
 copies、1.56×10

1
 copies、1.56×10

0
 copies。 10 

具体实施方式 

以下将配合附图及实施例来详细说明本发明的实施方式，藉此对本发明

如何应用技术手段来解决技术问题并达成技术功效的实现过程能充分理解

并据以实施。下述所用到的试剂和材料若非特殊说明均为本领域人员的公知

常识。 15 

实施例 1 

检测黄颡鱼小 RNA 病毒-1 的引物探针混合物，其由引物组 A 和 Taqman

荧光探针 B 组成，探针 B 的 5’端标记有荧光报告基团，3’端标记有荧光

淬灭基团。 

该引物组 A 包含引物 YCPRV-1-q85F 和引物 YCPRV-1-q85R； 20 

所述的引物 YCPRV-1-q85F 序列如 SEQ ID NO：1 所示； 

所述的引物 YCPRV-1-q85R 序列如 SEQ ID NO：2 所示； 

所述探针 B 的核苷酸序列如 SEQ ID NO：3 所示。 

其中，荧光报告基团选自 6-羧基荧光素、六氯-6-甲基荧光素、VIC 荧

光染料、四氯-6-羧基荧光素、羧基-X-罗丹明、6-羧基四甲基罗丹明、磺酰25 

罗丹明、6-羧基-4’，5’-二氯-2’，7’-二甲氧基荧光素琥珀酰亚胺酯、

花菁 3、花菁 3.5、花菁 5 和花菁 5.5 中的一种或几种；所述荧光淬灭基团选

自 6-羧基四甲基罗丹明、4-(4-二甲基氨基苯偶氮基)苯甲酸、黑洞淬灭剂 1、
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黑洞淬灭剂 2 或黑洞淬灭剂 3 中的一种或几种。  

更优选地，按照下表 1 所示来选择荧光报告基团和荧光淬灭基团。 

表 1 

荧光淬灭基团 荧光报告基团 

DABCYL 6-FAM、TET、JOE、HEX、Cy3 中的至少一种 

TAMRA 6-FAM、TET、JOE、HEX 中的至少一种 

BHQ1 6-FAM、TET、JOE、HEX、Cy3 中的至少一种 

BHQ2 TAMRA、Cy3、ROX、Texas Red 中的至少一种 

BHQ3 Cy5 或 Cy5.5 

最优选地，所述荧光报告基团为 HEX ；所述荧光淬灭基团为 BHQ1。 

实施例 2 5 

黄颡鱼小 RNA 病毒-1 荧光定量检测试剂盒，包括独立包装的病毒核酸

提取液、一步法 RT-qPCR 反应液、阳性质控品、阴性质控品和引物探针混

合液。 

引物探针混合液，其由引物组 A 和 Taqman 荧光探针 B 组成，其中引物

组 A 上下游引物终浓度均为 0.15μM，探针终浓度为 0.1μM。 10 

Taqman 荧光探针 B，其核苷酸序列 5’端标记 HEX，3’端标记 BHQ1； 

阴性质控品为灭菌生理盐水；阳性质控品是以提纯的黄颡鱼小 RNA 病

毒-1 基因组为模板，由引物组 A 进行 PCR 扩增，扩增产物连接载体，经

基因测序确认正确后包装所得的假病毒； 

所述的病毒核酸提取液为含有 4 mol/L 异硫氰酸胍、0.5%十二烷基肌氨15 

酸钠、40 mmol/L DTT、25 mmol/L 柠檬酸钠、20 μg 糖原、pH8.0 的缓冲

液； 

所述的一步法 RT-qPCR 反应液为探针法荧光定量 RT-PCR 反应液，含

有 AMV 逆转录酶、PCR 酶、dNTP 和 Mg
2+。 

实施例 3 20 
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黄颡鱼小 RNA 病毒-1 荧光定量检测试剂盒进行应用，取 0.05g 待检样

品加入 1 mL 病毒核酸提取液进行充分研磨，12000 r/min 离心 10 min，取上

清 800 uL，加入 400 uL 乙醇，室温 5min 后，12000 r/min 离心 5 min，沉淀

用 75%乙醇洗一次后，室温干燥 5min 后，加入 50 uL DEPC 水溶解 RNA，

取 5uL 加入到反应管中，再加入引物探针混合液 2uL，再加入一步法5 

RT-qPCR 反应液 10 uL，加 DEPC 水 3 uL，混匀后进行荧光定量 RT-PCR，

反应条件为 42℃ 20 分钟， 95℃条件下反应 5-10 分钟；然后 95℃反应 5-15

秒，60℃反应 20-40 秒，共 45 个循环；荧光信号收集时设定为 HEX，荧光

信号收集设在 60℃ ； 

结果判断： 10 

如果检测通道没有出现 S 型扩增曲线，判为黄颡鱼小 RNA 病毒-1 阴性；

如果检测通道出现 S 型扩增曲线，Ct 值≤35，则黄颡鱼小 RNA 病毒-1 别判

定为阳性。 

本发明所述的引物组 A 和探针 B 是针对黄颡鱼小 RNA 病毒-1 衣壳蛋白

基因进行设计的，采用特异性探针的荧光基团捕获来进行结果检测，具有灵15 

敏度高，使用方便的特点，也是国际检测用试剂盒的通用标准。 

实施例 4 黄颡鱼小 RNA 病毒-1 荧光定量检测试剂盒的应用例 

（1）病毒总 RNA 抽提： 

取黄颡鱼肝脏或脾脏组织 10-20mg 于 1.5mL 离心管中，加入 1 mL 病毒

核酸提取液进行充分研磨，12000 r/min 离心 10 min，取上清 800 uL 到新的20 

1.5mL 离心管中，加入 400 uL 乙醇，室温 5min 后，12000 r/min 离心 5 min，

沉淀用 75%乙醇洗一次后，室温干燥 5min后，加入 50 uL DEPC水溶解 RNA，

作为待检模板。 

（2）RT-qPCR： 

在 8 个反应管中分别加入 RT-PCR 反应液 10μL，引物探针混合液 2μ25 

L 配，DEPC 水 3 uL，制成反应体系，然后分别加入 5.0μL 待检模板。 

荧光定量 RT-PCR 反应条件：42℃，20 分钟；95℃，10 分钟；95℃，

10 秒，60℃，32 秒，40 个循环。 
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采用 LightCycler 96 System 荧光定量 PCR 仪，荧光信号收集时设定为 

HEX 荧光素，荧光信号收集设在 60℃。 

每批次反应均设置阴性质控品（灭菌生理盐水）、阳性质控品（黄颡鱼

小 RNA 病毒-1 假病毒）。 

（3）结果判断：检测通道没有出现 S 型扩增曲线，判定为黄颡鱼小 RNA5 

病毒-1 阴性；如果检测通道出现 S 型扩增曲线，Ct 值≤35，则黄颡鱼小 RNA

病毒-1 别判定为阳性。 

结果验证：将检测阳性的扩增产物进行基因测序，测序结果应与黄颡鱼

小 RNA 病毒-1 衣壳蛋白基因序列一致。 

采用上述黄颡鱼小 RNA 病毒-1 荧光定量检测试剂盒和方法进行快速检10 

测黄颡鱼小 RNA 病毒-1 特异性和灵敏性试验结果分别如附图 1 和附图 2 所

示。 

图 1 黄颡鱼小 RNA 病毒-1 特异性检测图，如图所示，经 Real-time 

RT-PCR 定量检测后，仅黄颡鱼小 RNA 病毒-1 具有特异扩增曲线，其它病

毒和细菌都没有出现扩增曲线，表明该方法特异性良好。 15 

图 2 黄颡鱼小 RNA 病毒-1 灵敏性检测图，如图所示，经 Real-time 

RT-PCR 定量检测后的黄颡鱼小 RNA 病毒-1 RNA 系列稀释的扩增图，当反

应体系中加入 15.6 个病毒拷贝的 RNA，扩增显色结果就为阳性。 

上述说明示出并描述了发明的若干优选实施例，但如前所述，应当理解

发明并非局限于本文所披露的形式，不应看作是对其他实施例的排除，而可20 

用于各种其他组合、修改和环境，并能够在本文所述发明构想范围内，通过

上述教导或相关领域的技术或知识进行改动。而本领域人员所进行的改动和

变化不脱离发明的精神和范围，则都应在发明所附权利要求的保护范围内。
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     序 列 表  

 

序列表 

<110>  浙江省淡水水产研究所 

<120>  检测黄颡鱼小 RNA病毒-1的特异性引物、探针及快速检测试剂盒 5 

<160>  7      

<170>  PatentIn version 3.3 

 

<210>  1 

<211>  20 10 

<212>  DNA 

<213>  人工合成 

<400>  1 

aaacgcgggaatgccttca          19 

 15 

<210>  2 

<211>  22 

<212>  DNA 

<213>  人工合成 

<400>  2 20 

aaagtaggcgtacgcgttca              20 

 

<210>  3 

<211>  41 

<212>  DNA 25 

<213>  人工合成 

<400>  3 

acgtgcatgaatacatggtacaactgc     22 
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<210>  4 

<211>  41 

<212>  DNA 

<213>  人工合成 5 

<400>  3 

acgctcttccgatctgtggtatatttcatattagatcattgtttttttttgcattgcggtgcaatttaactgt

tcttattgctattagttcattgtttttttgcattgcggtgcatttcacctgttcttattgcatttccacaattattt

tataatcttacaacgactgcgtattaatttccttgatacgatgtcccaatccaagaacaccgtgggatccacgagaa

gtgcgcgccattatagatgctgtaatgtgcgggaccactttcactgccccacaaaggaaacattggagctgagaggc10 

ttcaaatcatttatgtcatccgctgccaccagaatagccaacgcctttaactgctccacagcccgtgagggttttgc

aacactcactggacttgaggaggacttgaggacgatggacatgatgaccagtatccgggagctcttcacacagtggc

aacacaggccactgttgaagtttctggaagacaccctagccaaagcagcagcagcaacgcttgtggctaaatcaagg

gataccatctccttgatttgttctatttttttgttggccagggagatgggagcacttgattttctatccctcctcac

cggagctaactgctgtcccagtctctcttctatatgcgccaaggcgcgggacctgaccctatttggtgagtccgatg15 

aggagtcttatgatctcttgtcgttggctgtgtcccttgtcgcgaccctattgttcacccttttccttggaaagggt

tgtggacggttggcggcgacagttgtcacggcactcaacctgactggaacacgtgtccacattgagaaaacaacaaa

ggcattagttggtgccgttaaagacaagatcatggagatgtggcactgggtcacaaacacgacacccagtccggatg

ctgatgagcttgctaaacaactttatggggtgggaactgcaaccttccttttgaatgtgcgtgaactcctgcaggat

agacctatcctcacccctgagaacatcaccaaagtatccaacatgcatctcgaggcaaaggatcgccatttatggtg20 

cacacagaatgatggggcctattggaccaagcccctacaagaagctatcttagatctgaaaacttttcttgattgcg

caaaatcctctgtaaggcaaacgcctaaagttctcctccttgttggtggaccgggtacgggaaagacagtttcatct

gaatccttcatcaacaagttggctgctgagcttaatctttcgaatgtgcacaatgctggagactttgtctactaccg

caacccaagtgaaaagttctggtcgggttacactgggcagagggttgtcgtgtacgatgatgcgtggaacacgtgtt

cggatgaattaaatgctgagctgctcaacgttgtcaacaccgctggcatggtcacccaccaggctggcgttgacaac25 

aaaggtaatataatcctacaagctacacatgttgtcatcacatccaatcacctacccagaggaaccaagagaggtgc

aaagctcgaggctgtgaccagaagatgccatgaagcttatgaggtgcgtagagtgggcacatacccaacttttcatg

ctctcaaaaaggaagatggcctcttcctacaactttctgatggaaccccggtttcagatgacaaaccaatccaccca

actttcatattctcggggtgggtgcgtcctctgctagagagtgatgaaatagtcgacatcttttccactgaggcgag

tggggattcagatataattcttgaagctgagggcgttgaaggttcctctgagacactcgagctcaggggtgatgagt30 
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cctgtgggggttgtgcggatggcacccactattctcatgacatcaacgtcaccattgacaacaaccaactaagtctt

gccaatttcctcgagaggcaacttgcatataatcccacacctcaggcttgccacctggctttctctgatgatatttt

ccccttattgactgaaggggcacaaatgacttgtatcaacggtctgacccagacactcgaactccgaggtggaatgg

gaaagttatgcaagtcgccctttaaacctgacttgatattgaaagtgccagacgatgttgaccttctctatggtaag

gtctgtgtggatgatgagtgctgtcttgagcacctcgactcaacttttcttgtatcttgcccacaagacgacaggat5 

gttgtgggtcaactctttggttaacctatgcgcccctggtaacagactggttggtccccctctacggttctcatgta

atgggagccgtatctcagttaaaacatcttcacgacatggtgggagctctctccattgcgaacttgatatcaaaagt

gagactgaaagtctcatcactctgggggaaccaccctatttcccacgcccaaaagcaaacctcacctactgggaaag

agccgttacctggatgatcaataacaagtggaacatactcattggagcatttgccgttggtttgggtactctggctt

tagctggcctcttcaaacttttctctttcatcttctccccattgaaaacccttgccttaagggcttggggagatgaa10 

gccgtcagcgatgacgacgatggtgctcaggtgcccgactgggctgacctttcaacgcgtgttagcgacgggtttga

agacaatattaacgaagaggtctccaagaagaccggggatcccattggttgcacctgcttcacttgttaccaaatga

ggagagccctaagaaacgcacgtcgttccaggaaaactcggacccgtaagaccaaggcagctggatcaaaaactctg

aagctcaagggtattgccgaaactaatgccgcttcgatctctgactcattttggtttggtagtgttgtcggtaaact

ggatgggaaaggggtacactgctccaccaatgttgtgcaggttgactccaacttttgttacgcaccggcacatttgt15 

ttcgtggttatggacccttctcggtgaaactcacacgtgggcttcatcggggcgggaaactagagagacaggaactg

aatttctccctggttgaagggaagaatatcattctggattacaaaagggatatcgctgttttttcctccaaggacct

gccctcaaagaggagcatattaaatttctttcgtgatcaccatgacccaaaagctaaatacatgttgctccataaga

gctcagcaagattggaacacgcagctgttcttgaggcaatatccaacctccgacgtgaggattgttatgtccctaga

gtggtggctggtggcaaggcagaaagctacaaattggaaaccttcattggctcatccgcagccacagtcgatttcgg20 

tgactgtggctcacttctactttcagattgcgacaacatcaccatccatgggcatgttttgtcggcatttgatgacg

ttgaggaggtggtgtgcgccccagtcactagatcggatttggaggatatggtctcacagttcaccaccccaatattg

aaccccaaaggcaaatactccaacgtcagtgaggtggattggatggaaacacacttgcccctgagtatagctggtgc

cctcacaccaactagcaacaacaagacaagccacatcacccaatccaacctgcaaccaagttccgtgaacggtatga

tgcagaaaggatatggattccccaagaagattccagcggccatgaatgttacagcactcataaaagccattgacaag25 

tggtccttgccaacttccgatgggaacataatcaatgcgccggcttatgagaatgccatgggcgtggtccagaggat

ggcgacacgctttaaagtcggttccaacacacctgccatttgtaagatccagaatgctgtgaagggttttcgtggct

caggccctttttgcaaggtcacgtcatgtggatcgggatggcccaaaaagaaaaccgactacatagactttgagcag

ggtacagtttgccccgaattagagcgtgcttgctcacaactgtgggaagattatgagcaaggggattacccgagatc

agttttcaaagctgcactcaaggatgagaagcgtcccgtggacaaggtggcccagaataaaacccgtgttgtatttg30 



4                                  

gttcaccacttcataaatctttggtggaccgaatgctgttttgttggctcattgagggttcaaagaaagagttcaag

tggtacgcccctggctgcaacccaacaagcaccgattggagcaaaatcgccaacaggcacatgtccgccccacacgc

gcgggagggccatttttctattgactactctggcttcgactctacccaggcgtcaggtgtcgcttttgatatcataa

cagccatagccaaggggtccggagccaccaccaagcataccaaaatgatgcaggcttcaatattagattgttacaag

agttgtctggatgtgtatggcaacacgtttgttaaaaacgcgggaatgccttcaggggcggttatgaccacgtgcat5 

gaatacatggtacaactgctttctgaacgcgtacgcctacttcaatactgtcccaggagccacctcagactctttcc

tgtctgaacacattttcacggcctatggagatgatgttgtcatcacatccccaatcacagtcgaggggttctgcaac

tctgtgagagtcttcggtaccactgccactagtgccaccaagcaaggtgaaatcctcaaaacccccttggaggaggt

tgtcttcctctccagaggatttagatcatctgatgaggggggcgccaggggctccatgttttggttcgcaccattat

cattggaatctattgtgccctgcatgtacttcagtgacgccaaaagcacacttgatgatgaagtcaacaccttgaga10 

aatgtgttgaaggaattggccttgcacggagaagagacctatttccagttcgcgcgcttttgtacctctgcagactt

cctgagaaaattgccccacgacttggaagtcgcctacatttatgaagagtcgagaggcgcatgtggaaaaccacata

aacactgatggttttggtaccatcactcctggccgcagccaggaacccggaatttaagaatatctataatagacttt

atcttcaaatcctcagcttcaccgctcaagtgaaacttactttttgcacaattctaattgattcaaagttaaaacta

atcaataaacatgtcatccaaaattgagtgccccacccagccagaggttgagtcgtctgagttgacctgttgggatt15 

ggtcgcctctactccttaggagtttggccgattacattgaagttcaggctcttaaaaagaaaggcctggttttccac

atcctcaacaaatgcagggccattccgggatctatttcttattccctggtgaatcggtttaaaacggtactcatgta

cttcttccctaaaatgaagtgctttagggggaaaagaactgatctggtggagcccatcacagttgtgtcaatgggca

cctcctttaacggttttttgaccccccagaatgagttttattgcccggacttctatggagagtccataacactttct

gatccacctcgtcccaggcttttggagctacgtggtgatacaggggggtgttcaataacatgcagagcttgcggggt20 

caagatcaagaagtctaacctgctcaagcatctccaagtgtgccccaagaggacccagccacccagacccccttgtc

ctccaaagatgacatacaaaaagacaccagcaggacaacttaaggtgaaacaagctggccccaagcaaatagccccc

ataccaatgcgtgatgatcccaagggaaagggtaggtggtggatttcttccaacctcgctgcctattccccagccca

tgctgaccaacacaaggggttggcctgtggtgaccgtggtaagtcacttaaatggactgatgtggtggagaaatcct

acacatttaatgaggttggagacctcctggtcctgggaactgggcttgtggagtcaccgtatgcagtggtggcaacc25 

aaagatgggtcaacgtccactggatctacccttccagacattttccaccccgtgatgtgtgtgggagtgaatgacag

agatgaagacgacctggatgtcactggatcgaaagacgactccaagctggtcataacaaaaatgtttgacacacctg

aaagtcatgaaaaacaccgcatggttggaagctccatcactatcacagtaagtggagaagctggcagagtgaacatc

gccgaactcacctctggacctgagaaggacgatttgaaaaccgtccacatgaccagattacaccaaactgacggtca

tacagcacataatgggaaggagggcctctacatcatcagtaagccagcacatgatcatgatccaaccaactggatgg30 
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ataatggtgatgtgatcccagcactgacatccctggtttctatggaagatggaggtgccgacaaggagcacaacatc

acctggaagactgcagaggcaatgcatctgagcggacgcgggctgcagttcgcgaagcttgatggggtgcacgctgg

tgtgactgttactgttaaggttgtgctgcacatggagtacaaggttgacccaacccactcccatgccaggtacctca

cccctacaaacgtagtcggaggagttcctggggcggcccatcgcaacgtgtaccagcgcatttggtctggctaccca

gcccattacaacgacctcaagggcttcttagcaggtcttgcaagtgtgctagcgtcaatcggagctatcgttgctgt5 

cttcatcccccctgcaggagccgtaattggagccgtgggcgcaggggttggtggcgtcgcagcaatcctctaaattg

aaccaaaaaccaaccaacatcaaccctctcataattcgaagtttgtaactactctcttcttactcatttgaggtttg

ctagcatttcaaccataatggaaagagagcacaggtagtgcctcaagtacaaaagccccatacaaccagtgtgttgc

gggatcagatacctgaactaaacagaacgggaacggtaactgagttgattgctgcaaattctttcgctgaggtaggg

aaacataaaatttcctactttctttcccatccttcctcagcggatacctttaatgcgtgtgtccaccccagtggtgt10 

accacgcatctccttcagtatatctgtgggacgtctcaaaggcgtttcaacacggatctcctgtggggggaaaccgt

gttctcaaggcttgtcaccaaaggtggcgtgcaatgggtgcacgttacttttccccctcggggggttcatggtgaat

atgcttatttgagacagaaatacacttcttttataaacatcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa


